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La therapie genique a pour objet de coiriger un defaut genetique 
par intervention sur TADN, EUe peut etre realisee selon deux approches 
distinctes : soit comme une correction du genotype par reparation de 
Tanomalie genique, soit par correction du phenotjrpe par greffe d'une 
5 version normale du gene permettant ainsi de suppleer le gene 
defectueux toujours present. La therapie genique s'applique aussi bien 
au traitement des maladies genetiques constitutionnelles que acquises. 
Ainsi, un certains nombres de maladies genetiques constitutionnelles 
sont candidates a une therapie genique ; on peut citer, entre autres, la 

10 mucoviscidose, la myopathic de Duchenne ou le deficit en adenosine 
desaminase (Coumoyer et al, 1991, "Gene tranfer of adenosine 
deaminase into primitive human hemotopoetic progenitor cells". Human 
Gene Therapie, 2 : 203). La therapie genique s'applique aussi a la lutte 
centre les maladies acquises dont les maladies candidates sont les 

15 cancers et les maladies infectieuses et virales (SIDA, hepatites). 

Dans la therapie des cancers, les premieres experiences effectuees 
avec les lymphocytes infiltrant les tumeurs (TIL : tumor infiltrating 
lymphocytes) ont demontre que des cellules pouvaient etre armees avec 
des facteurs cytotoxiques (TNF, tumor necrosis factor) (Rosenberg et al 

20 1990, "Gene transfer into humans : immunotherapy of patients with 
advanced melanoma using infiltrating lymphocytes modified by 
retroviral gene transduction" N. Eng. J, Med. 323 :570-578) ou etre 
dopees avec des cytokines ; ainsi Golumbek et ses collaborateurs ont 
obtenu un succes therapeutique sur des cancers renaux de souris 

25 traites par des cellules produisant de Tinterleukine 4 (Golumbek et al 
1991, Science 254 :7 13-716). 

La therapie genique effectuee sur les cellules somatiques d'un 
individu affecte d'un defaut genetique pose de multiples problemes 
methodologiques, le gene repare ou greffe devant etre exprime 

30 normalement de fagon reguliere, c'est-a-dire au bon endroit, au bon 
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moment et en quantite normale adaptee aux besoins ; la correction ou 
la greffe devant etre indefiniment stable. 

Parmi les strategies de transfert genique somatique ex vivo 
developpees pour tenter de cibler specifiquement et efficacement les 
5 cellules d'interet, il convient de citer : (i) les strategies utilisant les 
methodes physiques telles que la co-precipitation par le phosphate de 
calcium, Telectroporation, la micro-injection, la fusion de protoplastes, 
la biolistique ou les vehicules artificiels tels les liposomes et les ligands 
de recepteur par exemple ; (ii) et celles faisant appel aux vecteurs viraux 

10 (retrovirus, adenovirus, AAV, HSV) (Ragot et al, 1993 Nature 361 : 647- 
650). Parmi les strategies de transfert genique somatique in vivo 
developpees peuvent etre citees les vehicules cellulaires ayant 
prealablement regus le gene ex tnvo (cellules souches hematopoietiques, 
lymphocytes, hepatocytes, cellules endotheliales, cellules epitheliales), 

15 les vecteurs viraux, Tinjection intra-musculaire d'ADN nu et les 
vehicules artificiels. 

Une des difficultes actuelles de la therapie genique porte sur le 
ciblage in vivo des cellules a modifier. Actuellement, seul un petit 
nombre d'approches virales ou synthetiques ont ete developpees ; elles 

20 exploitent essentiellement les interactions ligand-recepteur (Michael et 
Curiel, 1994, « Strategies to achieved targeted gene delivery via the 
receptor-mediated endocytosis pathway », Gene Therapy 1:223). 

Differentes approches utilisant un vecteur viral ont ainsi ete 
experiementees. Une premiere approche a consiste a ponter via la 

25 strep tavidine, des anticorps biotinyles diriges contre une structure 
cellulaire cible a des anticorps egalement biotinyles diriges contre les 
structures de Tenveloppe retrovirale et done associes a un retrovirus 
(Roux et al, 1989, Proc, Natl. Acad. Sci. USA 86 :9079-9083). Une fois 
lies aux cellules, les vecteurs retroviraux sont internalises par 

30 endocytose et sont capables d'echapper au systeme lysosome-endosome 
par un mecanisme de transfert de I'endosome vers le cytoplasme. 



evitant ainsi la degradation de TADN transfecte et permettant Tentree 
dudit ADN dans le noyau cellulaire. Cette approche a revele une 
absence de specificite du ciblage in vivo due a Taccrochage non 
specifique des vecteurs retroviraux a la surface cellulaire. Une deuxieme 
5 approche virale a ete developpee qui utilise des virus ectopiques 
modifies pour porter une proteine-ligand d'enveloppe chimerique a leur 
surface (Kasahara et aL 1987 « Receptor-mediated in vitro gene 
transformation by a soluble DNA carrier system >» J. BioL Chem. 
262 :4429). Enfin, il convient de citer Tapproche developpee par Neda et 
10 al (1991 « Chemical modification of an ecotropic murine leukemia virus 
results in redirection of its target cell specificity » J. BioL Chem. 266 : 
14143). 

Des approches sjnnthetiques non virales ont egalement ete 
experimentees. EUes sont realisees par la formation d'un complexe entre 

15 un ligand capable de se lier a la surface de la cellule cible et avec TADN 
a transferer. II convient de citer tout d'abord les approches utilisant les 
vehicules artificiels tels les liposomes recouverts d'anticorps 
(immunoliposomes); ce type d'approche ne s'est pas, a present, averee 
satisfaisante car les immunoliposomes presentent une activite non 

20 specifique vraisemblablement suite a I'accrochage non specifique des 
liposomes aux membranes cellulaires. II est egalement apparu que 
Tefficacite de transfert de gene contenu dans les liposomes reste 
modeste bien qu'il est suppose que la degradation associee aux 
endosomes est evitee par Tutilisation des liposomes. Des approches 

25 alternatives utilisant des composes qui retiennent Taptitude a interagir 
specifiquement avec des recepteurs cellulaires de surface ont ete 
developpees. En effet, differents recepteurs naturellement presents a la 
surface des cellules ont la propriete de s'intemaliser dans la cellule 
apres fixation sur leur ligand ; ainsi la transferine, dont le recepteur a 

30 une repartition tissulaire ubiquitaire, a fait I'objet de nombreuses 
experiences (transferinfection) (Zenke et aZ., 1990, ProcNatl.Acad.Sci. 




USA, 87 :3655-3659), Une autre alternative a consiste a cibler des 
asialoglycoproteines presentent a la surface des hepatocytes (Wu et al, 
1991, J. BioL Chem. 266:14338-14342). Enfin une autre technique 
appelee « antifection » developpee par I'un des inventeurs de la presente 
5 invention (Hirsch et al « Antifection : a new method to targeted gene 
transfection » 1993, TranspL Proc. 25 : 138) a ete decrite ; cette 
technique consiste a preparer un vecteur anticorps-ADN qui est delivre 
a une population cellulaire selectionnee (Brevet US 5 428 132). 

Outre les problemes de ciblage du vecteur, une autre difficulte a 

10 surmonter dans les experiences de therapie genique se situe dans le 
transfert, a Tinterieur des cellules, de TADN a transfecter et de la 
protection de cet ADN contre les activites nucleasiques des 
compartiments cellulaires lysosomiaux afin d'obtenir une expression 
consequente du transgene. 

15 DifTerentes approches ont ete developpees pour repondre a ce 

probleme ; une efficacite accrue de Texpression du transgene a ainsi pu 
etre obtenue en utilisant des agents lysosomotropiques tels la 
chloroquine (Zenke et al, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87 :3655- 
3659 ; Luthman et al, 1983, Nucleic Acids Res. 11 : 1295) ; de tels 

20 agents reduisent la destruction lysosomiale de TADN en augmentant le 
pH des endosomes et en inhibant le transfert du materiel internalise 
vers les lysosomes. Une autre approche consiste a utiliser des domaines 
proteiques ayant une activite de translocation cellulaire. La propriete de 
ces domaines est mise a profit pour faciliter Techappement des acides 

25 nucleiques transfectes hors des vesicules endosomiales afin 
d'augmenter Tefficacite du transfert d'acide nucleique vers le noyau 
(Fominaya et Wels, 1995, J. Biol. Chem. 271:10560). La demande 
Internationale de brevet WO 94/04696 decrit un systeme de transfert 
d'acide nucleique compose d'un domaine de translocation provenant de 

30 Texotoxine A de Pseudomonas aeruginosa ; Tefficacite de transfection et 
la specificite d'un tel systeme de transfert apparait tres bas. Une autre 
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demande intemationale de brevet WO 95/13599 decrit egalement un 
systeme de transfert d'acide nucleique compose d'une proteine 
monomerique recombinante comportant differents domaines 
fonctionnels dont un domaine de translocation derives de toxines, de 
5 preference bacteriennes, telle que Texotoxine A. 

Les strategies de therapie genique prealablement evoquees 
necessitent des preparations laborieuses ou du materiel sophistique et 
peuvent presentees un certain risque biologique. U existe a ITieure 
actuelle un besoin de developper un systeme de transfert simple et 

10 efficace d'acides nucleiques qui permette d'introduire speciliquement ^ 
dans les cellules cibles des acides nucleiques exprimes efficacement. A ^ 
ce titre, la technique d'antifection (brevet US 5 428 132), basee sur 
Tutilisation d'anticorps pour cibler des sequences d'ADN d'interet dans 
des cellules cibles, est extremement prometteuse car les anticorps 

15 constituent un outil extremement efficace pour diriger le vecteur de 
transfert vers un type cellulaire particulier du fait de la grand affinite et 
de la grande specificite des anticorps; de plus la multitude d'anticorps 
monoclonaux et polyclonaux disponibles diriges contre les nombreuses 
structures cellulaires tumorales ou normales donne a cette technologie 

20 un reel interet. Neanmoins la technique d'antifection decrite dans le 

brevet US 5 428 132 bien qu'elle permette un ciblage efficace, ne permet ^ 
pas d'obtenir une expression consequente du transgene transfecte, 

C'est done Tobjet de la presente invention d'ameliorer le taux 
d'expression du transgene transfecte dans les cellules cibles en utilisant 

25 la technologie d'antifection, Ces ameliorations portent sur Tadjonction 
d'un domaine de translocation au complexe ADN-anticorps et/ou a 
Tutilisation de proteine de liaison a I'ADN pour coupler de maniere non 
covalente I'ADN au complexe. Ces ameliorations permettent de maniere 
spectaculaire et inattendue d'augmenter de 2 a 10 fois le taux 

30 d'expression du transgene dans la cellule cible. 
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La presente invention conceme done un conjugue pour le transfert 
d'une molecule d'acide nucleique dans une cellule caracterise en ce qu'il 
comprend une molecule d'acide nucleique, un domaine de translocation 
et un anticorps specifique d'un antigene de surface de ladite cellule, tel 
que ledit conjugue est transfecte efficacement dans ladite cellule. 

Selon un premier mode de realisation de Tinvention (A) , le conjugue 
selon rinvention est caracterise en ce que lesdits molecule d'acide 
nucleique, domaine de translocation et anticorps sont conjugues au 
moyen d'au moins un agent de pontage. 

Selon un deuxieme mode de realisation (B), Tinvention conceme un 
conjugue caracterise en ce qull comprend en outre une molecule de 
liaison aux acides nucleiques, tel que ledit domaine de translocation, 
ledit anticorps et ladite molecule de liaison aux acides nucleiques sont 
lies a une molecule de type avidine au moyen d'un agent de pontage qui 
peut etre identique ou different, ladite molecule de liaison aux acides 
nucleiques etant liee a ladite molecule d'acide nucleique. 

Selon un autre aspect (C), Tinvention conceme un conjugue pour le 
transfert d'une molecule d'acide nucleique dans une cellule caracterise 
en ce qu'il comprend une molecule d'acide nucleique, un anticorps 
specifique d'un antigene de surface de cellule et une molecule de liaison 
aux acides nucleiques tel que ledit conjugue est transfecte efficacement 
dans ladite cellule ; ce conjugue se caracterise en ce que ladite molecule 
d'acide nucleique, ledit anticorps et ladite molecule de liaison aux 
acides nucleiques sont lies a une molecule de type avidine au moyen 
d'un agent de pontage qui peut etre identique ou different, ladite 
molecule de liaison aux acides nucleiques etant liee a ladite molecule 
d'acide nucleique. 

L'agent de pontage permet de lier de maniere chimique (covalente), 
electrostatique, non-covalente tout ou partie des composants du 
conjugue. Parmi les agents de pontage susceptibles d'etre utilises dans 
la presente invention, il convient de citer la benzoquinone, la 
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carbodiimide, la dimaleimide, Tacide dithio-bis-nitrobenzoique (DTNB), 
le N-succinimidyl-S-acetyl-thioacetate (SATA), le N-succinimidyl-3-(2- 
p3n-idyldithio) propionate (SPDP), le 6-hydrazinonicotimide (HYNIC), la 
biotine; la benzoquinone et la biotine etant les agents de coupage 
5 preferemment utilises. Par "molecule de type avidine", on entend 
designer toutes molecules se liant avec une forte affinite a la biotine, et 
de preference la molecule tetravalente d'avidine, la strep tavidine, la 
neutravidine. 

Selon un mode prefere de realisation de Tinvention, le conjugue 

10 precedemment decrit selon le premier mode de realisation (A) est ^ 
caracterise en ce que ledit agent de pontage est la benzoquinone, 

Selon un autre mode prefere de realisation de Tinvention, le 
conjugue precedemment decrit selon le deuxieme mode de realisation 
(B) est caracterise en ce que Tagent de pontage qui lie ledit domaine de 

15 translocation et ledit anticorps a la molecule de type avidine est la 
biotine et, Tagent de pontage qui lie ladite molecule de liaison aux 
acides nucleiques a la molecule de type avidine est la benzoquinone. 

Selon un autre mode prefere de realisation de Tinvention, le 
conjugue precedemment decrit selon le deuxieme mode de realisation 

20 (B) est caracterise en ce que Tagent de pontage qui lie ledit domaine de 

translocation, ledit anticorps et ladite molecule de liaison aux acides ^ 
nucleiques est la biotine. Selon un mode particulier de realisation de 
rinvention, le conjugue precedemment decrit selon le deuxieme mode de 
realisation (B) se caracterise en ce que le domaine de translocation et la 

25 molecule de liaison aux acides nucleiques forment une proteine de 
fusion. Par proteine de fusion, on entend designer une proteine qui 
renferme des domaines proteiques provenant de proteines differentes et 
codecs par une meme molecule d'ADN obtenue par la technologic de 
TADN recombinant. Cette proteine de fusion et Tanticorps sont lies a 

30 une molecule de type avidine aux moyens d'agents de pontage qui sont 
identiques ou differents, ladite proteine de fusion etant liee a ladite 




molecule d'acide nucleique par son domaine de liaison aux acides 
nucleiques. 

Selon un autre mode prefere de realisation, le conjugue 
precedemment decrit selon un autre mode de realisation (C) de 
rinvention est caracterise en ce que en ce que Tagent de pontage qui 
lie ledit anticorps a la molecule de type avidine est la biotine, et Tagent 
de pontage qui lie ladite molecule de liaison aux acides nucleiques a la 
molecule de type avidine est la benzoquinone. 

Selon un autre mode prefere de realisation, le conjugue 
precedemment decrit selon un autre mode de realisation de Tinvention 
(C) est caracterise en ce que ledit agent de pontage est la biotine. 

Le conjugue selon Tinvention se caracterise en ce que la molecule 
d'acide nucleique du conjugue est choisie parmi TADN simple brin, 
TADN double brin, TARN simple brin, TARN double brin, ITiybride 
ARN/ADN. Selon un mode prefere de realisation, ladite molecule d'acide 
nucleique est de TADN double brin ou de TARN simple brin qui code 
pour un produit proteique d'interet qui s'exprime efficacement dans 
ladite cellule. Les produits proteiques d'interet sont choisis dans un 
groupe compose des interleukines, des cytokines, des lymphokines, des 
chemokines, des facteurs de croissance, des proteines tueuses, des 
proteines qui permettent de lever la chimioresistance et des enzymes de 
restriction ; les interleukines, cytokines et lymphokines sont choisies 
dans un groupe compose de preference des interleukines II- 1, 11-2, 11-3, 
11-4, 11-5, 11-6, 11-7, 11-8, 11-9, 11-10, 11-11, 11-12, 11-13, 11-14, 11-15, 11-16, II- 
17 et 11-18, des interferons a-IFN, p-IFN et y-IFN ; de preference le 
produit proteique d'interet est Tinterleukine 2, Les facteurs de 
croissance sont de preference les facteurs stimulateurs des colonies 
(colony stimulating factors) G-CSF, GM-CSF, M-CSF) et 
rerythropoTetine, il convient egalement de citer les facteurs de 
croissance qui interagissent en les inhibant, avec les facteurs de 
transcription nucleaires tels NF-KB ; ces facteurs de croissance ont fait 
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Tobjet de la demande de brevet FR 98 14858. Les proteines tueuses 
sont choisies parmi le groupe compose des kinases, et de preference la 
thymidine kinase, et des proteines pro-apoptotiques ; on entend 
designer par proteines pro-apoptotiques les proteines qui interviennent 

5 dans Tapoptose ou promeuvent Tapoptose. Parmi les proteines pro- 
apoptotiques, il convient de citer les proteines de la famille de Bcl2, et 
plus particulierement les proteines BIK (Bcl2-interacting protein), BAX 
(Oltvai et al 1993, Cell 74:609-619), BAK (Chittenden et al 1995, 
Nature 374 : 733-736 ; Kiefer et al 1995, Nature 374 : 736-739) et BID 

10 (BH3-interacting domain death agonist) (Wang et al 1996, Genes Dev. ^ 
10 : 2859-2869); de preference le produit proteique d'interet est la 
proteine BAX. Parmi les proteines pro-apoptotiques, il convient 
egalement de citer les caspases, la proteine AIF (apoptosis-inducing 
factor) (Susin et al 1999, Nature 397 : 441-446) et les proteines de la 

15 famine du facteur necrosant des tumeurs (TNF, tumor necrosing factor), 
et plus particulierement le TNF lui-meme (Old 1985, Science 230 : 630- 
632), la proteine FASL (FAS-ligand) (Takahashi et al 1994, Int. Immun. 
6 : 1567-1574). 

Selon un autre mode de realisation de Tinvention, la molecule d'acide 

20 nucleique est un ARN antisens. 

Selon rinvention, le conjugue selon Tinvention se caracterise en ce ^ 
que la molecule de liaison aux acides nucleiques lie ladite molecule 
d'acide nucleique par une liaison non-covalente. La molecule de liaison 
aux acides nucleiques est soit un polymere polycationique soit une 

25 proteine de liaison aux acides nucleiques : (i) le polymere polycationique 
est choisi parmi la poly-L-lysine, la poly-D-lysine, le polyethylenimine, 
la polyamidoamine, la polyamine ; de preference, le polymere 
polycationique est la poly-L-lysine ; (ii) la proteine de liaison aux acides 
nucleiques est choisie parmi les histones, Tomithine, la putrescine, la 

30 spermidine, la spermine, les facteurs de transcription, les proteines 




homeobox ; de preference, la proteine de liaison aux acides nucleiques 
est une histone. 

Le conjugue selon Tinvention se caracterise en ce que ledit domaine 
de translocation derive d'une toxine bacterienne ou virale sans contenir 
5 la partie de la toxine qui lui confere son effet toxique. La toxine 
bacterienne ou virale est choisie parmi: Texotoxine A de Pseudomonas, 
la toxine diphterique, la toxine cholerique, la toxine anthrox de Bacillus, 
la toxine Pertussis, la toxine Shiga de Shigella, la toxine apparentee a la 
toxine Shiga, les toxines d 'Escherichia coli, la colicine A, la d- 

10 endotoxine, ITiemagglutinine d'Haeniophilus A. Dans un mode prefere 
de realisation, le domaine de translocation est Texotoxine A de 
Pseudomonas aeruginosa. Dans un autre mode prefere de realisation, le 
domaine de translocation est le fragment B non toxique de la toxine 
Shiga de Shigella. Dans un autre mode prefere de realisation, le 

15 domaine de translocation est un fragment de lliemagglutinine 
d 'Haemophilus A. 

Le conjugue selon Tinvention est caracterise en ce que Tanticorps est 
un anticorps monoclonal ou un anticorps polyclonal specifique d'un 
antigene de surface membranaire. Selon un des modes preferes de 

20 realisation de Tinvention, Tanticorps se lie specifiquement a Tantigene 
G250 caracteristique des carcinomes des cellules renales humaines 
(RCC). Selon un mode prefere de realisation de Tinvention, Tanticorps 
de rinvention est Tanticorps G250 decrit par Oosterwijk et al (1986, Int. 
J. Cancer. 38 :489-494) et qui a fait Tobjet de la demande de brevet 

25 Internationale WO 88/08854. Selon un autre mode prefere de 
realisation, Tanticorps selon la presente invention est un anticorps 
monoclonal 5C5 obtenu par ITiybridome 5C5 depose a la CNCM sous le 
N°I-2184. L'anticorps selon Tinvention est soit sous la forme d'un 
anticorps simple chaine, soit sous la forme d'un anticorps chimerique 

30 ou d'un anticorps humanise. Selon un mode particulier de realisation, 



Tanticorps est un fragment d'anticorps, de preference un fragment 
F(ab02 ou Fab\ 

Le conjugue ADN-anticorps de la presente invention peut etre 
administre selon diverses voies connues par les personnes de Tart. Par 
5 exemple, 11 peut etre administre par voie intraveineuse, par voie 
intraperitoneale, par voie intramusculaire, par voie sous-cutanee, par 
voie intra-tumorale, par voie anale ou rectale, 

Enfin, Tinvention porte sur un conjugue tel que decrit precedemment 
a titre de medicament. Plus particulierement, Tinvention porte sur un 

10 conjugue tel que decrit precedemment a titre de medicament pour la 
therapie genique et plus precisement pour le traitement des maladies 
genetiques acquises ou constitutionnelles. Selon Tinvention, les 
maladies acquises sont selectionnees dans le groupe compose des 
cancers et des maladies infectieuses. Parmi les cancers selon 

15 rinvention, on peut citer, le carcinome des cellules renales (RCC), le 
melanome, la leucemie myeloide chronique, la leucemie myeloide aigue, 
le lymphome de Burkitt, le cancer pulmonaire a petites cellules, le 
neuroblastome, le retinoblastome, le glioblastome, ITiepatocarcinome, 
rhabdomyosarcome, Tadenocarcinome gastrique, le carcinome colique, 

20 le cancer ovarien, le carcinome mammaire, le cancer de Tuterus, le 
carcinome du testicule. De preference, Tinvention porte sur un conjugue 
tel que decrit precedemment a titre de medicament pour le traitement 
du carcinome des cellules renales (RCC). Parmi les maladies 
infectieuses on peut citer de preference le SIDA et les hepatites. 

25 Selon rinvention, les maladies constitutionnelles sont selectionnees 
de preference dans le groupe compose des myopathies, et plus 
particulierement de la myopathic de Duchenne (DM), la myopathic de 
Steinert et Tamyotrophie spinale (SMA), la mucoviscidose, la sclerose 
laterale amyotrophique (SLA), lliemophilie, les hemoglobinopathies, les 

30 maladies neurodegeneratives telles la maladie d'Alzheimer, la maladie 
de Parkinson et la choree de Huntington, la maladie de Gaucher, la 




maladie de Lesch-Nyhan, les deficiences immunitaires liees a un deficit 
en adenosine desaminase ou en purine nucleoside phosphorylase, 
remphyseme pulmonaire, ITiypercholesterolemie. 

II est evident que le compose selon Tinvention a de multiples 
5 applications selon la nature de la sequence d'ADN et de la nature de 
Tanticorps selectionnes. Ces multiples applications sont facilement 
envisageables par une personne de Tart et ne peuvent etre mentionnees 
de maniere exhaustive. 

L'invention porte egalement sur une composition pharmaceutique 

10 notamment pour le traitement des maladies par therapie genique qui 
comprend une quantite therapeutiquement efficace d'un conjugue selon 
rinvention et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

La presente invention porte egalement sur un precede de transfert 
d'une molecule d'acide nucleique dans une cellule, caracterise en ce 

15 qu'on met en contact avec ladite cellule le conjugue selon rinvention de 
fagon a transfecter ladite cellule avec ledit conjugue. De preference, la 
molecule d*acide nucleique code pour un produit proteique d'interet qui 
s'exprime efficacement dans ladite cellule transfectee. 

Selon un mode prefere de realisation de l'invention, la molecule 

20 d'acide nucleique est de TADN double brin codant pour un produit 
proteique d'interet. La presente invention foumit done un systeme 
efficace qui permet le transit de la molecule d'ADN double brin a travers 
la membrane cellulaire cytoplasmique, le transport vers le noyau, 
Tentree dans le noyau et le maintien a Tetat fonctionnel de cette 

25 molecule dans le noyau. La persistance de Texpression du produit 
proteique code par la molecule d'ADN est obtenue soit par Tintegration 
stable de la molecule d'ADN dans TADN chromosomique de la cellule 
cible, soit par maintien de la molecule d'ADN sous la forme d'un 
replicon extrachromosomique. C'est done un des objets de la presente 

30 invention de foumir un precede caracterise en ce que ladite molecule 
d'acide nucleique se maintient sous la forme d'un replicon 
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extrachromosomique dans ladite cellule, Selon un autre mode de 
realisation, la presente invention foumit un precede caracterise en ce 
que ladite molecule d'acide nucleique s'integre dans TADN genomique 
et/ou mitochondrial de ladite cellule transfectee. 
5 La cellule ciblee par le compose de la presente invention est une 
cellule procaiyote ou eucaryote, animale ou vegetale. Selon un mode de 
realisation prefere, Tinvention conceme un procede caracterise en ce 
que ladite cellule est une cellule eucaryote, de preference une cellule de 
mammifere, et de maniere preferee une cellule humaine. 
10 Enfin, rinvention conceme les cellules transfectees par le conjugue ^ 
selon rinvention ; la cellule etant de preference une cellule eucaryote, 
plus particulierement de mammifere, et de maniere preferee humaine. 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 
15 seront mieux mis en evidence a la lecture des exemples suivants. 
Dans ces exemples, on se referera aux figures suivantes : 

Figure N*"! : Production d'interleukine 2 murine par des lignees RCC 
antifectees par le conjugue G250/BZQ/I12 (G250=DNA) en presence ou 
20 non d'exotoxine A. 

Figure N*'2 : Production d'interleukine 2 murine par des lignees RCC ^ 
antifectees par les conjugues G250-Biotinyle/avidine/BZQ/PL/I12 
(G250AVPL) et (G250+ExoT)-Biotinyle/avidine/BZQ/PL/I12 

(G250AvPLTox) ; controle negatif : avidine/BZQ/PL/I12 (AvPL). 

25 

EXEMPLES 

EXEMPLE 1 ; MATERIELS ET METHODES (voir Durrbach et al, The 
antibody-mediated endocytosis of G250 tumor-associated antigen 
30 allows targeted gene transfer to human renal-cell-carcinoma in vitro. 
Cancer Gene Therapy, Sous Presse) 
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1.1. Cellules 

Les lignees cellulaires de caxcinome renal utilisees sont : 
IGR/RCC-17 (HIEG), IGR/RCC-40 (ROB), IGR/RCC-47 (FRAP), 
IGR/RCC-58 (MOJ) qui derivent de trois tumeurs primaires (-17, -40 et 
-47) et d'une metastase surrenale (-58), de quatre patients atteints de 
RCC au stade metastatique. Selon les criteres histologiques, le ROC- 17, 
-40 et -58 correspondent a des carcinomes a cellules claires et le RCC- 
47 a une forme particuliere de carcinome a cellules claires avec des foci 
papillaires typiques hautement tumorigeniques chez la souris SCID 
(Angevin et al (1997) Proc. Am. Asso, Cancer Res. 38 : 238 ; Goulkhova 
et al (1998) Genes Chrom, Cancer 22 :171-178). L'etablissement de la 
culture in vitro ainsi que la caracterisation des lignees cellulaires de 
RCC ont ete reaJisees comme precedemment decrit (Angevin et al (1997 
Int. J. Cancer 72 :434-440). Les cellules sont cultivees a 37''C dans une 
atmosphere comportant 5% de CO2 dans du milieu MEM modifle par^ 
Dulbecco avec du Glutamax-1 (Gibco BRL, Paisley, Scotland) 
supplemente avec 10% de serum de veau fetal (Seromed, Berlin, 
AUemagne), 5% d'acides amines non-essentieis, 10 mM de pyruvate de 
sodium (Gibco BRL) et un melange de penicilline/streptomycine 
(lOmg/ml) (Seromed). 

1.2. Immunoplieuotypage de Tantigene G250 

L'expression de Tantigene G250 associe aux tumeurs RCC a ete 
directement testee par immunomarquage indirect en utilisant 
ranticorps monoclonal IgGl G250 (mAb G250) de souris precedemment 
decrit (Oosterwijk et al, 1986, Int. J. Cancer. 38 :489-494), Une 
suspension de 5.10^ cellules, obtenues par trypsination, a ete lavee 
deux fois dans du milieu de culture des RCC ; les cellules sont ensuite 
incubees avec le mAb G250, lavees 3 fois dans du PBS (Phosphate- 
buffered saline), puis incubees avec un fragment P(abl2 d'anticorps IgG 
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de chevre anti-souris marque au FITC. L'anticorps monoclonal NKTA 
ayant le meme isotype (IgGl dirige centre un determinant clonotypique 
du TCRa/P)(foumi gracieusement par le Docteur Thierry Hercend, 
France) a ete utilise comme controle negatif. La cytometrie de flux a ete 
5 realisee avec un cytometre FACScan (Becton-Dickinson, Sunnyvale, CA, 
USA) utilisant le logiciel Cellquest. 

1.3. Experiences d'endocytose 

L'anticorps G250 et Tapo-transferrine humaine chargee en fer 

10 (Sigma, St-Louis, MO, USA) ont ete couples respectivement avec de la ^ 
fluoresceine isothiocyanate (Sigma) et avec du chlorure de sulfonyl 
Rhodamine B lissamine tel decrit precedemment (Maxfield et aZ,, 1978, 
Cell 14:805-810; Brandzaeg, 1973, Scan. J. Immunol. 2: 273-290). 
Les proteines conjuguees sont separees des fluorochromes libres par gel 

15 filtration sur une colonne de Sephadex G50 (Pharmacia, Uppsala, 
Sweden). La liaison specifique des proteines couplees avec les 
recepteurs cellulaires de surface a ete detenninee par des experiences 
de competition utilisant une concentration 100 fois superieure de 
proteines non-couplees. L'ADN plasmidique BMGneo-mIL2 contenant le 
. 20 cDNA de Tinterleukine 2 de souris (IL-2) sous le controle du promoteur 
inductible du gene de la metallothioneine (Karasuyama et Melchers, 
1988, Eur. J. Immunol. 18 : 97-104) (1 mg/ml) est incube (vol/vol) avec 
EZ-link-Biotin-LC-ASA reconstitue dans Tethanol (2 mg/ml) (Pierce, 
Rockford, IL, USA) et expose pendant 15 min aux UV (365 nm) a 4*^0. 

25 L'ADN plasmidique est ensuite precipite a Tethanol (concentration finale 
70%) pendant 30 min a -20°C. L'efficacite du marquage est determinee 
par un test ELISA sur des microplaques couvertes de poly-L-lysine en 
utilisant de la phosphatase-alkaline conjuguee a de la streptavidine. 

Pour tester Tendocytose, les cellules cultivees deux jours sur des 

30 lamelles sont lavees trois fois avec du RPMI-1640 (Gibco BRL) 
contenant 1 mg/ml de serum albumine bovine (BSA), puis sont 
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incubees deux fois 15 min dans du RPMI-1640 con tenant 1 mg/ml de 
BSA a 37°C avec ou sans cytochalasine D (5 |j.M) (Sigma). Les cellules 
sont ensuite incubees une heure a 4*'C avec de la transferrine 
conjuguee a la rhodamine (50 nM) et de Tanticorps monoclonal G250 
5 marque au FITC dans du RPMI-1640 contenant 1 mg/ml de BSA avec 
ou sans cytochalasine D (5 ixM] puis transferees a 37**C pendant des 
temps variables avec de la transferrine-Rhodamine seulement (pulse) ou 
avec le mAb G250 marque au FITC. Les cellules sont lavees trois fois 
avec du PBS froid, fixees 20 min avec une solution de paraformaldehyde 

10 4%, glutaraldehyde 0.025% dans du PBS a 4*^0 et preparees pour 
Tanalyse en epifluorescence. Pour analyser la distribution du conjugue 
mAb G250-plasmide par double marquage, les cellules ont ete incubees 
en permanence comme decrit ci-dessus soit avec du mAb G250 marque 
au FITC conjugue avec de TADN plasmidique biotinyle ou soit avec un 

15 melange de mAb G250 marque au FITC et de TADN plasmidique 
biotinyle, comme controle. 

Apres fixation, les cellules sont lavees deux fois dans du PBS, 
incubees 10 min avec 0,1% de borohydrate de sodium dans du PBS 
(ICN, Costa Mesa, CA, USA) et puis 10 min avec du chlorure 

20 d 'ammonium (50 mM dans du PBS) (Sigma). Selon les conditions 
experimentales, les cellules sont soit directement analysees par 
immunofluorescence pour detecter le mAb G250 marque au FITC ou 
soit permeabilisees avec du PBS contenant 0,05% de saponine ou 0,1% 
de Triton XlOO (ICN) puis marquees avec de la streptavidine conjuguee 

25 au Texas-red (20 mg/ml) (Pierce). Les filaments d'actine sont marques 
avec de la phalloidine-rhodamine selon les recommandations du 
fabricant (Sigma). 

Les cellules sont ensuite visualisees avec un microscope Axiophot 
(Zeiss, Oberkochen, Germany). 



1.4. Antifection et analyse de I'expression heterologue 



Pour la transfection, S.IO^ cellules de RCC fraichement tiypsinees 
sont incubees pendant 30 min a 4°C avec des concentrations differentes 
de conjugues mAb-ADN selon Tinvention dans 1 ml de RPMI-1640 sans 
serum. Les cellules sont ensuite incubees pendant 4 heures a 37°C 
5 dans 1 ml de RPMI-1640 sans-serum contenant 4.10^ M de chloroquine 
(Sigma) et finalement resuspendues dans 2 ml de DMEM supplements 
avec du glutamax-1 (Gibco BRL) et 10% de serum de veau fetal. Dans 
des experiences separees, les cellules de RCC sont incubees avec TADNc 
dlL'2 de souris conjugue au mAb G250 en presence de cytochalasine D 

10 pendant 1 heure a 4°C et 4 heures a ST^'C. Les conjugues toujours lies a ^ 
la surface cellulaire ont ete decrochds avec une solution de RPMI-1640 
pH2,2 contenant de la glycine 0,1M pendant 2 min a 4°C. Deux 
volumes de RPMI-1640 pH 9,0 sont ensuite ajoutes pendant 3 min et 
les cellules sont incubees dans un milieu de culture normal. Pour 

15 determiner la production d'interleukine 2 murine, 100 pil de 
sumageants de culture de cellules ont ete preleves a des jours differents 
apres la transfection. La production de cytokine dans le milieu a ete 
determinee en utilisant le kit ELISA DuoSeT specifique de riL-2 de 
souris (Ref, 80-3573-00) (seuil de detection de 15 pg/ml) (Genzyme 
. 20 Diagnostics, Cambridge, MA, USA) 

EXEMPLE 2 : Conjugues G250/BZQ/I12 et G250/BZQ/I12+ExoT 

25 2.1. Preparation du conjugue G250/BZQ/I12 

Le conjugue G250/BZQ/I12 est prepare par couplage entre 
Tanticorps monoclonal G250 et un plasmide codant pour I'interleukine 
2 murine (mIl-2) au moyen de la benzoquinone (BZQ) selon la methode 
de couplage precedemment decrite par Poncet et al. ( 1 995 , Gene 
30 Therapy 3 : 731-738). 
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La BZQ dissoute dans de Tethanol absolu a une concentration de 
30 mg/ml est ajoutee a une solution d'anticorps monoclonal purifie en 
solution dans du PBS a une concentration d'au moins 2 mg/ml pour 
donner une solution finale contenant 3 mg/ml de BZQ. 1/10 du volume 
5 final est ensuite ajoute sous la forme de tampon de phosphate de 
potassium IM pH 6.0. Apres 90 min, a temperature ambiante, dans 
Tobscurite, Tanticorps monoclonal active est separe de Texces de BZQ 
par chromatographic sur une colonne G25M (Pharmacia) presaturee en 
1% BSA dans du NaCl 0,15M, collecte puis melange avec I'ADN 

10 plasmidique purifie (10 fois la quantite d'anticorps). La solution est 
melangee avec 0.1 M de tampon carbonate pH 8,7 et incubee 48 heures 
a 4*'C. Le conjugue mAb-ADN est concentre par filtration sur gel sur 
une colonne FPLC Superose 6HR (Pharmacia) pour eliminer les exces 
d'anticorps libre susceptibles d'entrer en competition avec le conjugue 

15 ADN-anticorps. Les firactions collectees sont dialysees centre du PBS et 
concentrees en utilisant une cartouche Centricon 10 (Amicon, MA, 
USA). Les quantites de conjugues solubles purifies sont exprimees 
comme la quantite d'ADN plasmidique initialement utilisee dans la 
reaction. 

20 

2-2, Antifection de lignees RCC avec les conjugues G25QyBZQ/I12 
et G250/BZQ/I12+ExoT 

Nous avons compare la mesure dll-2 apres transfert de ce 
conjugue dans des lignees RCC apres addition ou non d'exotoxine A 
25 (ExoT) de Pseudomonas Aeruginosa dans le milieu de culture. 
L'exotoxine A commercialisee par Sigma est ajoutee au conjugue 
G250/BZQ/I12. 

Les conjugues G250/BZQ/I12 et G2 50 /BZQ/ 112+ ExoT sont mis en 
contact avec 10^ cellules de lignees RCC en culture dans un milieu 
30 depourvu en serum pendant 4 heures a ST^'C selon le protocole 
prealablement decrit. Les cellules sont remises en culture en milieu 
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normal apres lavages. La production cni-2 est mesuree 10 jours plus 
tard en utilisant le kit ELISA DuoSeT (Ref. 80-3573-00, Genzyme 
Diagnostics). 

Les cellules antifectees avec le conjugue G250/BZQ/I12+ExoT 
5 produisent environ 3 fois plus dll-2 murine (371 pg/10^ cellules) que 
les cellules antifectees par le conjugue G250/BZQ/I12 (165 pg/10^ 
cellules) (Figure N°l), 



10 EXEMPLE 3 : Conjugues G250-Biotinyle/avidine/BZQ/PL/I12 et ^ 
(G250+ExoT)-Biotinyle/avidine/BZQ/PL/I12 

3.1. Preparation des conjugues 

Le corps central des conjugues G250- 

15 Biotinyle/avidine/BZQ/PL/I12 et (G250+ExoT)- 

Biotinyle/avidine/BZQ/PL/I12 se compose d'une molecule tetravalente 
d'avidine (Av) qui est dans un premier temps activee par la 
benzoquinone selon le protocole precedemment decrit. L'avidine activee 
lie les molecules de poly-L-lysine qui sont des molecules tres affines 
20 pour TADN. Le complexe Avidine/BZQ/PL est mis en contact avec le 

plasmide codant Tinterleukine 2 de souris (11-2), Le complexe est ensuite ^ 
associe a Tanticorps monoclonal G250 et/ou a Texotoxine A (ExoT) tous 
deux prealablement biotinyles. 

25 3.2- Antifection de lignees RCC avec les conjugues G250-Biotinyle/ 
avidine/BZQ/PL/I12 et (G250+ExoT)-Biotinyle/avidine/BZQ/PL/I12 

Les differents complexes sont mis en contact avec 10^ cellules de 
lignees RCC en culture dans un milieu depourvu en serum pendant 4 
heures a 37° C selon le protocole prealablement decrit. Les cellules sont 
30 remises en culture en milieu normal apres lavages. La production dll-2 
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est mesuree 10 jours plus tard en utilisant le kit ELISA DuoSeT (Ref. 
80-3573-00, Genzyme Diagnostics). 

Les resultats sont presentes dans la figure N''2. Dans rexperience 
controle dans laquelle Tanticorps monoclonal G250 a ete omis, une 
certaine production de mIl-2 est mesuree (127 pg/10^ cellules, AvPL) 
due certainement a Taccrochage non specifique des molecules de poly- 
L-lysine et/ou d'avidine a la surface des cellules. L'addition de mAb 
G250 au complexe avidine/BZQ/PL/I12 augmente de 2 fois la 
production d'interleukine 2 murine (261 pg/10^ cellules au lieu de 127 
pg/lO^ cellules); la presence supplementaire d'exotoxine A (ExoT) 
permet d'augmenter de 10 fois la production de mIl-2 (1347 pg/10^ 
cellules) (Figure N°2). 



• 
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REVBNDICATIONS 

1. Conjugue pour le transfert d'une molecule d'acide nucleique dans 
une cellule caracterise en ce qu'il comprend une molecule d'acide 
nucleique, un domaine de translocation et un anticorps specifique 
d'un antigene de surface de ladite cellule, tel que ledit conjugue est 
transfecte efficacement dans ladite cellule. 

2. Conjugue selon la revendication 1 caracterise en ce que lesdits 
molecule d'acide nucleique, domaine de translocation et anticorps 
sont conjugues au moyen d'au moins un agent de pontage. 

3. Conjugue selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il comprend 
en outre une molecule de liaison aux acides nucleiques, tel que ledit 
domaine de translocation, ledit anticorps et ladite molecule de 
liaison aux acides nucleiques sont lies a une molecule de type 
avidine au moyen d'un agent de pontage qui peut etre identique ou 
different, ladite molecule de liaison aux acides nucleiques etant liee a 
ladite molecule d'acide nucleique. 

4. Conjugue pour le transfert d'une molecule d'acide nucleique dans 
une cellule caracterise en ce qu'il comprend une molecule d'acide 
nucleique, un anticorps specifique d'un antigene de surface de 
cellule et une molecule de liaison aux acides nucleiques tel que ledit 
conjugue est transfecte efficacement dans ladite cellule. 



5. Conjugue selon la revendication 4 caracterise en ce que ladite 
molecule d'acide nucleique, ledit anticorps et ladite molecule de 
liaison aux acides nucleiques sont lies a une molecule de type 
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avidine au moyen d'un agent de pontage qui peut etre identique ou 
different, ladite molecule de liaison aux acides nucleiques etant liee a 
ladite molecule d'acide nucleique. 



5 6. Conjugue selon Tune quelconque des revendications 2, 3 et 5 
caracterise en ce que ledit agent de pontage est la benzoquinone 
et/ou la biotine. 

7. Conjugue selon la revendication 2 caracterise en ce que ledit agent 
10 de pontage est la benzoquinone. 

8. Conjugue selon la revendication 3 caracterise en ce que Tagent de 
pontage qui lie ledit domaine de translocation et ledit anticorps a la 
molecule de type avidine est la biotine et, Tagent de pontage qui 

15 lie ladite molecule de liaison aux acides nucleiques a la molecule de 
type avidine est la benzoquinone. 

9. Conjugue selon la revendication 3 caracterise en ce que Tagent de 
pontage qui lie ledit domaine de translocation, ledit anticorps et 

20 ladite molecule de liaison aux acides nucleiques est la biotine. 

10. Conjugue selon les revendications 3 et 9 caracterise en ce que le 
domaine de translocation et la molecule de liaison aux acides 
nucleiques forment une proteine de fusion. 

25 

11. Conjugue selon la revendication 5 caracterise en ce que Tagent de 
pontage qui lie ledit anticorps a la molecule de type avidine est la 
biotine, et Tagent de pontage qui lie ladite molecule de liaison aux 
acides nucleiques a la molecule de type avidine est la benzoquinone. 



30 



24 



12. Conjugue selon la revendication 5 caracterise en ce que ledit 
agent de pontage est la biotine. 

13. Conjugue selon Tune quelconque des revendications 1 a 12 
caracterise en ce que ladite molecule d*acide nucleique est choisie 
parmi I'ADN simple brin, TADN double brin, TARN simple brin, TARN 
double brin, ITiybride ARN/ADN. 

14. Conjugue selon la revendication 13 caracterise en ce que ladite 
molecule d'acide nucleique est de TADN double brin ou de TARN 
simple brin qui code pour un produit proteique d'interet qui 
s'exprime efficacement dans ladite cellule. 

15. Conjugue selon la revendication 14 caracterise en ce que ledit 
produit proteique d 'in teret est choisi dans un groupe compose des 
interleukines, des cytokines, des lymphokines, des chemokines, des 
facteurs de croissance, des genes tueurs, des genes qui permettent 
de lever la chimioresistance, des enzymes de restriction. 

16. Conjugue selon la revendication 15 caracterise en ce que le 
produit proteique d'interet est Tinterleukine 2. 

17. Conjugue selon la revendication 15 caracterise en ce que le 
produit proteique d'interet est la proteine Bax. 

18. Conjugue selon la revendication 13 caracterisee en ce que ladite 
molecule d'acide nucleique est un ARN antisens. 

19. Conjugue selon Tune quelconque des revendications 3 a 18 
caracterise en ce que la molecule de liaison aux acides nucleiques lie 
ladite molecule d'acide nucleique par une liaison non-covalente. 
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20- Conjugue selon Tune quelconque des revendications 3 a 19 
caracterise en ce que la molecule de liaison aux acides nucleiques 
est un polymere polycationique ou une proteine de liaison aux acides 
nucleiques. 

21. Conjugue selon la revendication 20 caracterise en ce que ledit 
polymere polycationique est choisi parmi la poly-L-lysine, la poly-D- 
lysine, le polyethylenimine, la polyamidoamine, la polyamine. 

22- Conjugue selon la revendication 21 caracterise en ce que ledit 
polymere polycationique est la poly-L-lysine- 

23. Conjugue selon la revendication 20 caracterise en ce que la 
proteine de liaison aux acides nucleiques est choisie parmi les 
histones, Tomithine, la putrescine, la spermidine, la spermine, les 
facteurs de transcription, les proteines homeobox. 

24. Conjugue selon la revendication 23 caracterise en ce que ladite 
proteine de liaison aux acides nucleiques est une histone. 

25. Conjugue selon Tune quelconque des revendications 1 a 3 et 8 a 
10 caracterise en ce que ledit domaine de translocation derive d'une 
toxine bacterienne ou virale sans contenir la partie de la toxine qui 
lui confere son effet toxique. 

26. Conjugue selon la revendication 25 caracterise en ce que ladite 
toxine bacterienne ou virale est choisie parmi: Texotoxine A de 
PseudomonaSy la toxine diphterique, la toxine cholerique, la toxine 
anthrox de Bacillus, la toxine Pertussis, la toxine Shiga de Shigella^ 
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la toxine apparentee a la toxine Shiga, les toxines d'Escherichia coli, 
la colicine A, la d-endotoxine, lliemagglutinine d 'Haemophilus A, 

27. Conjugue selon la revendication 26 caracterise en ce que ledit 
domaine de translocation est Texotoxine A de Pseudomonas 
aeruginosa. 

28. Conjugue selon la revendication 26 caracterise en ce que ledit 
domaine de translocation est le fragment B non toxique de la toxine 
Shiga de Shigella, 

29. Conjugue selon la revendication 26 caracterise en ce que ledit 
domaine de translocation est un fragment de ITiemagglutinine 
d 'Haemophilus A, 

30. Conjugue selon Tune quelconque des revendications 1 a 29 
caracterise en ce que ledit anticorps est un anticorps monoclonal ou 
un anticorps polyclonal. 

31. Conjugue selon la revendication 30 caracterise en ce que ledit 
anticorps est specifique d'un antigene de surface membranaire. 

32. Conjugue selon la revendication 31 caracterise en ce que ledit 
antigene est Tantigene G250. 

33. Conjugue selon la revendication 31 caracterise en ce que ledit 
anticorps est Tanticorps monoclonal 5C5 obtenu par Thybdridome 
5C5 depose a la CNCM sous le N° 1-2184. 



34, Conjugue selon Tune quelconque des revendications 1 a 33 a titre 
de medicament. 
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35. Conjugue selon Tune quelconque des revendications 1 a 33 a titre 
de medicament pour la therapie genique, 

5 36. Conjugue selon la revendication 35 a titre de medicament pour le 
traitement des maladies genetiques acquises ou constitutionnelles. 

37. Conjugue selon la revendication 36 a titre de medicament pour le 
traitement des maladies genetiques acquises choisies parmi les 

10 cancers et les maladies infectieuses, 

38. Conjugue selon la revendication 37 a titre de medicament pour le 
traitement du carcinome des cellules renales (RCC). 



15 39. Composition pharmaceutique notamment pour le traitement des 
maladies par therapie genique qui comprend une quantite 
therapeutiquement efficace d'un conjugue selon Tune quelconque 
des revendications 1 a 33 et un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

20 

40. Precede de transfert d'une molecule d'acide nucleique dans une ^ 
cellule caracterise en ce qu'on met en contact avec ladite cellule un 
conjugue selon Tune des revendications 1 a 38 de fagon a transfecter 
ladite cellule avec ledit conjugue. 
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41. Precede selon la revendication 40 caracterise en ce que ladite 
molecule d'acide nucleique code pour un produit proteique d'interet 
qui s'exprime efficacement dans ladite cellule transfectee. 




euille avant rectification 
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42. Precede selon la revendication 40 caracterise en ce que ladite 
molecule d'acide nucleique se maintient sous la forme d'un replicon 
extrachromosomique dans ladite cellule. 

43. Precede selon la revendication 40 caracterise en ce que ladite 
molecule d'acide nucleique s'integre dans TADN genomique et/ou 
mitochondrial de ladite cellule transfectee. 

44. Precede selon les revendications 40 a 43 caracterise en ce que 
ladite cellule est une cellule eucaryote. 

45. Cellule transfectee par un conjugue selon Tune des revendications 
1 a 38. 

46. Cellule selon la revendication 45 caracterisee en ce que ladite 
cellule est une cellule eucaiyote, plus particulierement de 
mammifere, et de maniere preferee humaine. 





Feuille rectifiee 
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35. Conjugue selon l^ine quelconque des revendications 1 a 33 a titre 
de medicament pour la therapie genique. 

36. Conjugue selon la revendication 35 a titre de medicament pour le 
traitement des maladies genetiques acquises ou constitutionnelles. 

37. Conjugue selon la revendication 36 a titre de medicament pour le 
traitement des maladies gendtiques acquises choisies parmi les cancers 
et les maladies infectieuses. 

38. Conjugue selon la revendication 37 a titre de medicament pour le 
traitement du carcinome des cellules renales (RCC). 

39. Composition pharmaceutique notamment pour le traitement des 
maladies par therapie genique qui comprend une quantite 
therapeutiquement efficace d'un conjugue selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 33 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

40. Cellule transfectee par un conjugue selon Tune des revendications 1 
20 a 33. 

41. Cellule selon la revendication 40, caracterisee en ce qu'elle 
comprend ladite molecule d'acide nucleique dudit conjugue sous la 
forme d'un replicon extrachromosomique. 
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42. Cellule selon la revendication 40, caracterisee en ce que ladite 
molecule d'acide nucleique dudit conjugue est integree dans I'ADN 
genomique et/ou mitochondrial de ladite cellule transfectee. 
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43. Cellule selon Tune quelconque des revendications 40 a 42, 
caracterisee en ce que ladite cellule est une cellule eucaryote, plus 
particuUerement de mammifere, et de maniere preferee humaine. 
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